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OZET

Son yillarda, pek cok hastaligin patogenezinde veya sonucunda giderek artan bir sekilde, serbest radikal hasari ve antioksidan savunma
sistemlerindeki yetersizlik suclanmaktadir. Bu hastaliklardan biri de brons astimidir. Bu calismada oksidatif hasarin ve antioksidan
sistemdeki degisimlerin astmdaki dUzeylerinin incelenmesi amaglandi. Hafif-orta siddette astimli 70 hasta ve kontrol grubu olarak 70
saglikli eriskin bu amacla calismaya alindi. Hasta ve kontrol grubu serumlarinda tiyobarbitUrik asitle reaksiyon veren madde (TBARS)
ve nitrik oksit (NO) dUzeyleri ile, ksantin oksidaz (XO), superoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktiviteleri dlculdd.
Hasta grubunda serum TBARS (p < 0.01) ve NO (p < 0.05) duzeyleri ile XO (p < 0.01) aktivitesi kontrol grubuna gore anlamli dtizeyde
yuksek bulundu. Hasta grubu serum SOD (p < 0.01) ve GSH-Px (p < 0.05) enzim aktiviteleri kontrol grubuna goére anlamli derecede
dustk bulundu. Bu sonuclar bronsial astmli hastalarda oksidatif ve nitrozatif stresin lipid peroksidasyonu ve antioksidan enzimlerde
degisikliklere neden oldugunu dustndurmektedir.

Anahtar kelimeler: antioksidan savunma sistemi, brons astimi, lipid peroksidasyonu, oksidatif stres

SUMMARY
Evaluation of Lipid Peroxidation and Antioxidant Enzyme Activities in the Serum of Adult Asthma Patients

In recent years, free radical damage and insufficiency of antioxidant defense system has been gradually accused of the pathogenesis
of many diseases. One of these diseases is bronchial asthma. In this study we aimed to investigate the role of oxidative damage and
antioxidant system in the pathogenesis of bronchial asthma. Seventy mild-moderate asthmatic adults and seventy healthy adults were
enrolled in the study for this aim. The levels of thiobarbituric acid-reactive substance (TBARS) and nitric oxide (NO) and the activities
of xanthine oxidase (XO), superoxide dismutase (SOD) and glutathione peroxidase (GSH-Px) were measured in serum of patients and
control subjects. The mean TBARS (p < 0.01) and NO (p < 0.05) values and XO (p < 0.01) activity were significantly higher in the
serum of the patients compared to the control group. The mean values of serum SOD (p < 0.01) and GSH-Px (p < 0.05) enzymatic
activities were significantly lower in the patients compared to the control group. These results suggest that oxidative and nitrosative

stress result in lipid peroxidation and alterations in antioxidant enzymes in asthma patients.
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GIRis

Brons astimi solunum yollarinin etyolojisi bilinmeyen,
kronik inflamatuar bir hastaligidirl!). Geri dondstmid solunum
yolu obstruksiyonu, solunum yollarinin ¢esitli uyaranlara
karsi asir duyarlilik gostermesi, oksuruk, nefes darligr ve
wheezing ile karakterize akut veya kronik bir inflamasyon
durumudurl?]. Proksimal hava yollarinin inflamasyonu
astimda hava yolu daralmasinin tekrarlayan nedenidir.
Astimin patogenezinde néral mekanizmalar, inflamatuar
hucreler, mediatorler (trombosit aktive eden faktor, [okotrien
ve prostaglandinler), arasidonik asit yolunun intrinsik
anomalileri ve duUz kaslar arasindaki etkilesimler nedeniyle;
multifaktoriyel ve ayrica cevresel etkenlerin katkida
bulundugu kompleks, multigenik olaylar rol oynamaktadir(3).

Serbest oksijen radikalleri; son yoérungelerinde
eslenmemis elektronlart ile oksidasyon baslatma kapasitesine
sahip stabil olmayan bilesiklerdir. Biyolojik sistemler strekli
olarak oksidanlara maruz kalir. Bu metabolik reaksiyonlardan
endojen olarak (solunum sirasinda mitokondrial elektron
transportu veya fagositlerin aktivasyonu ile oldugu gibi)
veya eksojen olarak (hava kirleticilerin solunmasi veya sigara
icimi sirasinda) olusabilir4-5). Son yillarda yapilan calismalarda
astim patogenezinde serbest oksijen radikallerinin rol
oynadigi gosterilmistir. Inflamasyon siklikla reaktif oksijen
tarevlerinin (ROT) olusumunda bir artisla iliskilidir. Astmda,
hava yollarindaki biyokimyasal cevre, serbest radikal aracili
reaksiyonlar icin uygundur. Oksidatif stresin inflamatuar
respiratuar hastaligin baslamasi ve ilerlemesine katkida
bulundugu ileri surdlmektedir. Oksidanlardan korunmak
icin organizma iyi gelismis antioksidan sistemlere sahiptir.
Bu sistemler serbest radikal olusumunu onleyerek veya
olusan radikalleri baglayip aktivitelerini yok ederek etki
gosterirler. En dnemli endojen antioksidanlar mitokondrial
sitokrom oksidaz, superoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT)
ve glutatyon peroksidazdir (GSH-Px). Astimda antioksidan
savunma mekanizma-larinin da etkilendigi yapilan
calismalarda gosterilmistirl1.3.6.7) Lipid peroksidasyonu ve
antioksidan enzim aktiviteleri astimli hastalarin serum ve
eritrosit drneklerinde calisiimasina ragmen serumda NO ve
XO duzeyleri ile ilgili calismalarin sayisi yeterli degildir.

Bu calismada yetiskin brons astimli hastalar ile saghkl
kontrol grubu serum 6rneklerinde, lipid peroksidasyonu
pelirteci; tiyobarbitUrik asit ile reaksiyon veren maddelerden
(TBARS) olan malondialdehid (MDA duzeylerinin yani sira,
oksidatif strese yol acan nitrik oksit (NO) duzeyleri ve ksantin
oksidaz (XO) aktivite duzeyleri arastinildi. Ayrica SOD ve
GSH-Px aktivite duzeylerine bakilarak antioksidan savunma

sisteminde meydana gelen olasi dedisiklikler kontrol grubu
ile karsilastinlarak degerlendirildi.

GEREC VE YONTEM

Calismamizda Zonguldak Karaelmas Universitesi Tip
Fakultesi Gogus Hastaliklar Poliklinigine basvuran 21-56
(36.7+£5.32) yas arasi, 32 erkek, 38 bayan toplam 70 astimli
hasta ile 24-49 yas arasi (34.6+6.08), 34 erkek, 36 bayan
toplam 70 saglikli eriskin kontrol grubu olarak alindi.

Hafif intermittant, hafif persistan ve orta persistan astimli
hastalar calismaya alindi. Astimli hastalar basamak tedavisine
uygun tedavi almaktaydilar. Astim disinda serbest radikal
olusumunu etkileyebilecek herhangi bir akut veya kronik
hastaligi olanlar ve sigara icenler calisma kapsami disinda
pirakildi.

Kontrol grubu, calismaya alindiklan donemde herhangi
pir ila¢ kullanmayan, akut veya kronik enfeksiyonlari olmayan,
sigara icmeyen ve alkol aliskanligi olmayan bireylerden
secildi.

Hastalardan ve kontrol grubundan jelli seperator tdplere
alinan venoz kan ornekleri 3500 rpm’de, 5 dakika santrify;
edildikten sonra ayrilan serum ornekleri, TBARS, NO, XO,
SOD ve GSH-Px analizi icin -40 °C'de derin dondurucuya
kaldinldr ve ¢calisma gununde oda isisinda bekletilerek
cozuldu.

Hasta ve kontrol grubunda TBARS (MDA olarak) lcimu
icin, Draper ve Hadley'in cift isitma metodu kullanildi(8l.
Metodun prensibi MDA ile tiyobarbittrik asit (TBA) reaksiyonu
sonucu olusan pembe renk absorbansinin spektrofotometrik
Olcimune dayanmaktadir. Serum TBARS konsantrasyonlari,
spektrofotometrede (Shimadzu UV-1601 Japan) 532 nm'de
kére karsi numunenin absorbans dederleri okunduktan
sonra, MDA-TBA kompleksinin molar ekstinsiyon katsayisi
(1.56 x 10> cmr! M1 kullanilarak hesaplandi. NO dUzeyleri
Griess reaksiyonul?), XO aktivitesi Prajda ve Weberin(10).
SOD aktivitesi Sun ve arkadaslarinin metodundal!'l; Durak
ve arkadaslarinin yaptigi modifikasyonal!2) ve GSH-Px
aktivitesi de Paglia ve arkadaslarinin metoduna gore
calisilch(813),

Toplanan veriler SPSS 11.0 paket istatistik programinda
parametrik ikili karsilastirmalar icin Student’s t testi kullanilarak
degerlendirildi. Sonuclar “aritmetik ortalama + standart
sapma” olarak verildi. P < 0.05 degeri istatistiksel anlamlilik
duizeyi olarak kabul edildi.



BULGULAR

Bu calismaya 70 astimli hasta ve 70 saglikli kontrol
alindi. Tum olgularin serum orneklerinde TBARS ve NO
duzeyleri ile XO, SOD ve GSH-Px enzim aktiviteleri ¢alisildi.
Tabloda her iki grubun bu parametrelere ait ortalama =+
standart sapma ve p dederleri yer almaktadir.

Tablo I: Hasta ve kontrol grubuna ait ortalama TBARS, NO, XO, SOD,

GSH-Px sonuglari ve p degerleri

Kontrol grubu  Astim grubu p degeri
TBARS (mol/L) 1.37 £ 0.22 1.83 £ 0.34 p<0.01
NO (mol/L) 773+ 14.2 83.9+16.4 p <0.05
XO (U/mL) 0.26 = 0.07 0.34+0.12 p<0.01
SOD (U/mL) 525+ 1.17 3.98 + 0.94 p<0.01
GSH-Px (U/L) 36.57+ 9.42 32.12+8.93 p <0.05

TBARS: tiyobarbittrik asitle reaksiyon veren madde, NO: nitrik oksit, XO: ksantin

oksidaz, SOD: superoksit dismutaz, GSH-Px: glutatyon peroksidaz

Astim grubunda TBARS ve NO duzeyleri ile XO aktivite
duzeyleri, kontrol grubundan istatistiksel olarak anlamli
duzeyde yuksek bulundu (sirastile; p < 0.01, p < 0.05 ve
p<0.01).

SOD ve GSH-Px aktivite duzeyleri ise hasta grubunda
kontrol grubundan istatistiksel olarak anlamli dGzeyde dustk
bulundu (sirasiile p < 0.01, p < 0.05).

TARTISMA

Kronik inflamatuar bir hastalik olan astmda, inflamasyon
siklikla ROT olusumunda bir artisla iliskilidir. Astimlilarin
havayollarina toplanan inflamatuar hdcreler, ROT olusturmak
icin olaganustu bir kapasiteye sahiptir. Astimda oksidan
patlama (burst) pek ¢ok inflamatuar yolun es zamanl etkisi
ile baslatilan kendi kendini Ureten nonspesifik bir surectir.
Toplanan inflamatuar hucrelere ek olarak epitelyal hdcreler
gibi havayolunu olusturan hucreler ROTnin potansiyel
kaynadidir. Endojen kaynaklar disinda, hava kirliligi yapan
maddeler gibi bazi cevresel faktorler de hava yollannda ROT
olusumunun asiri derecede artisina neden olabilir{!). Son
unda efektor/pro-inflamatuar hucrelerden salinan mediator-
ler ve oksidanlarin astimdaki hasar ve inflamasyondan
sorumlu oldugu dustnulmektediri3).

ROT'ne bagh doku hasari olusumunda en dnemli
mekanizma hucre zarlaninda bulunan lipidlerin peroksi-
dasyona ugramasidir'4). Oksidanlar, coklu doymamis yag
asitleri ile reaksiyona girerek lipid peroksidasyonunu
baslatirlar(!>). Lipid peroksidasyonu sonucunda; MDA,

Astimda lipid peroksidasyonu ve antioksidan enzim aktiviteleri

alkoller, etan ve pentan gibi Urlunler aciga ¢cikmakta olup
MDA lipid peroksidasyonunun goéstergesi olarak kullanilan
parametrelerden biridirl16). Rahman(4), Nadeem ve
arkadaslan!/) astimli hastalarda plazma TBARS-MDA
duzeylerinin kontrollere gore daha yuksek oldugunu
bulmuslardir. Yine Wood ve arkadaslar'8) asumli hastalarda
lipid peroksidasyon drunlerini yuksek olarak bulmuslar,
Mohan ve arkadaslar('?) astimli hastalarda lipid perok-
sidasyon urdnlerinin, plazma konsantrasyonlarinda gorulen
artisin serbest radikal Uretiminin bir géstergesi oldugunu
bildirmislerdir. Astmli hastalarin serumlarinda yapilan diger
calismalarin bir cogunda da MDA duzeyleri yUksek
bulunmustur(20-23). Bizim calismamizda, bu calismalarda
oldugu gibi hasta grubunda TBARS seviyelerinin kontrol
grubundan yuksek (p<0.01) oldugu bulundu. Bu sonuclar
bize hastaligin temel unsuru olan kronik inflamasyonun
ROT artisina ve sonucta lipid peroksidas-yonuna neden
oldugunu dusundurmektedir. Lipid peroksidasyonundaki
artisin bir diger énemli nedeni de, endojen antioksidanlar
ve enzim aktivitelerinin yetersizligi yazinden oksidan yukin
karsilanamamasi olabilir.

Endojen NO sentezi, astimdaki oksidatif stres esnasinda
inflamasyon ve hasara karsi erken fizyolojik savunma
mekanizmalarindan birisidir. Bu erken antiinflamatuar
fonksiyonuna ragmen, persistan yukselmis NO sentezi doku
hasarina katkida bulunurl3). Astimiilarin alt solunum yollarinda
ve clkardigi havada NO konsantrasyonu saglikli bireylere
gore Uc kat daha fazla bulunmustur(24-27) Artmis INOS
aktivitesi yuzanden epitel hucreleri ydksek NO seviyeleri
icin anahtar rol oynamaktadir(3). Astimli hastalarin
plazmasinda yapilan pek ¢ok calismada NO duzeyleri yaksek
bulunmusturl17.28.29) Havayollarindaki artmis NO; hiperemi,
plazma eksudasyonu, mukus sekresyonu ve indirekt olarak
eozinofilik inflamasyondan sorumlu olan lenfositlerin
proliferasyonunda artisa neden olabilir(30). Nitrik oksit,
astimhlarin solunum havasinda sik calisiimis ise de periferik
kan calismalari sinirl sayidadir. Biz bu ¢alismada astimli
hastalarin serum NO seviyelerinin kontrol grubundan daha
yuksek duzeylerde oldugunu (p<0.05) bulduk. Bu bulgu
bize astimda artmis kronik inflamasyonun rol oynadigini
dusundurmektedir. Sitozolik ksantin oksidaz sistemi serbest
radikal kaynaklarindan biridir3!). Misawa ve Arail32), deney
hayvanlari Uzerinde inhalan ksantin/ksantin oksidaz
kullaniminin inflamasyonun bir gostergesi olan vaskuler
gecirgenligi artirdigini belirlemislerdir. Andrushkevich ve
arkadaslarn(33) astmli hastalarin lenfosit ve eozinofillerinde
XO aktivitesini kontrollere goére yuksek bulmuslardir.
Literaturde astimli hastalarnn periferik kaninda XO aktivitesini
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pelirleyen calismalar cok kisithdir. Bu ¢alisma hasta grubu
serumlarinda XO aktivite dlzeylerinin kontrollere oranla
daha yuksek (p<0.01) oldugunu gosterdi. Bu bulgu bize
astimdaki inflamasyona, ksantin/ksantin oksidaz sisteminin
serbest radikal Gretimi ile katkida bulundugunu ve artmis
lipid peroksidasyonu etkenlerinden birisi olabilecegini
dusundurmektedir.

Astimla ilgili yapilan calismalarda antioksidan
duzeylerindeki dedisiklikler farkli olarak rapor edilmistir.
Bunlarnn nedeni antioksidan duzeyinin, savunma cevabi
yUzinden artmasl, oksidanlar tarafindan noétralize olmasi
nedeniyle azalmasi veya yeterli rezerv varsa degismemis
olarak bulunmasi olabilirl'7). Antioksidan enzimlerin en
onemlisi SOD olup, intraselluler ve ekstraselltler SOD
aktivitesi astimda azalmistir(2). Astimli hastalarda
BAL sivisi hacreleri, brons epitel hucreleri ve eritrositlerde
Cu-Zn SOD aktivitesi kontrol grubundan dusuk
bulunmustur(34-36]. Bazi calismalarda ise eritrosit SOD
aktivitesi kontrol grubundan yUksek bulunmustur ve bu
yukselmenin artmis oksidatif strese karsi kompensatuar bir
mekanizma sonucunda oldugu ileri strdlmustarl17.22). Biz
de calismamizda serum SOD aktivitesini kontrol grubundan
daha dusuk oldugunu (p<0.01) bulduk. Bu bulgu bize
astimda SOD ve antioksidan savunma yetersizliginin
patogenezde rol oynadigini veya savunma esnasinda surekli
tuketim ve sonucta enzim sentezinde azalma meydana
geldigini dusundurmektedir. GSH-Px toksik lipid peroksidasyon
aranlerinin ve H,0O5'in kaldinimasinda énemli rol oynayan
bir diger antioksidan enzimdir(7). Azalmis GSH-Px aktivitesi
astimda iyi dokumante edilmistir. Nadeem ve arkadaslari
eritrosit ve dkosit(17), Hasselmark ve arkadaslari trombosit
(37, Mak ve arkadaslar ise eritrosit(36) GSH-Px aktivitesini
kontrole goére dusuk bulmuslardir. Bu calismada serum
GSH-Px aktivitesinin kontrol grubuna goére daha dusuk
oldugunu (p<0.05) bulduk. Bu bulgu bize astimli hastalarda
GSH-Px aktivitesinin antioksidan savunma esnasinda azalmis
olabilecegini veya yetersizlik nedeniyle inflamasyonda bir
artisa neden olabilecegini dusundurmektedir.

Sonuc olarak astimda oksidatif stres olustugu ve bunun
sonucunda lipid peroksidasyonunun arttigi, oksidan ve
antioksidan dengede degisiklikler olustugu, oksidan streste
ve dolayisi ile lipid peroksidasyonundaki bu artisa inflamatuar
hdcre infiltrasyonunun yani sira, ksantin oksidaz aktivitesindeki
artisin ve nitrik oksit gibi reaktif nitrojen tlrevlerinin de katki
yapabilecegi sdylenebilir. Astimda antioksidan savunma
sistemi zayiflamis, olasilikla endojen antioksidanlarin
tuketiminde artis ve serbest radikal etkisine karsi koyan
antioksidan enzimlerin aktivitelerinde azalma olusmaktadir.
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